
















































































































 野生型マウス(C57BL/6)の第 1 次体性感覚野にアデノ随伴ウイルス(AAV)を用いてチ
ャネルロドプシンとカルシウムセンサーを発現させ、皮質に挿入されたマイクロプリズ















inhibition)は照射する 2点の距離が 150 µmの条件と 300 µmの条件において認められた。
相反抑制は、光刺激の時間差に依存し、ある照射部位への入力が他の照射部位への入力





















































































































た。光感受性チャネルとして、 channelrhodopsins-2(ChR2) と volvox-derived 











 AAV-CaMKII-C1V1-Venus (DJ)は、名古屋大学山中章弘研究室で Helper-Free 
System (Agilent Technologies, Inc., Santa Clara, CA, USA)を用いて作製[27]、提供
されたものを使用した。 
 AAV1-CAG-R-CaMP2-WPRE-SV40poly は 、 東 京 大 学 尾 藤 晴 彦 研 究 室 で
baculovirus-Sf9 expression systemを用いて作製[28]、提供されたものを使用した。
ウイルスインジェクションの手順を以下に要約する。 
1. 炎症、感染、浮腫への対策としてマウスへ dexamethasone sodium phosphate (1.3 
mg/kg BW, 萬有製薬 ,東京 ), sulfadiazine (24 mg/kg BW, 共立製薬 ,東京 ), 
trimethoprim (4.8 mg/kg BW, 共立製薬), carprofen (6 mg/kg BW, Pfizer Inc., New 
York City, USA)を腹腔注射した。 




4. 筋膜を除去し、露出した頭蓋骨を 70%アルコールにより乾燥させた。 
5. 観察部位は第 1次体性感覚野を目標とし、頭蓋骨の Bregmaから後方に 1mm、外
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10. 露出した脳表に 10mMHEPES-NaOH(pH7.4,HEPES 10 mM ,NaOH 4 mM, CaCl2 
10 mM)を滴下し乾燥を防いだ。血管を避けて可視化部位を決め、ウイルス
(R-CaMP2: 1.0×1013 gc/ml, C1V1: 2.0×1013 gc/ml)をガラスパイペットにより脳表








深さ 1 mmを目安に差し込み、刃の方向へ 1 mmほど素早く移動させ、切り口を
作った。 
2. 出血が収まるまで 10mMHEPES-NaOHにより脳表を洗った。 




5. 生理食塩水(5 % glucose)を 0.1ml腹腔注射し、麻酔から回復するまで保温を維持
した。 
 
5. In vivo imaging 
ウイルス注入の 1 か月後、マウス頭部のチャンバー(CP-2, Narishige)を顕微鏡
(ECLIPSE FN1, Nikon Co., 東京)の 16倍対物レンズ下(CFI75 LWD 16×W, Nikon: NA, 
0.8 and WD, 3.0)に固定具(MAG-1, Narishige)により固定した。覚醒下で 2光子励起顕




レーザー:Mai Tai® DeepSeeTM, Spectra-Physics, Newport Co., Santa Clara, CA, 
USA 
励起光波長:1000 nm 
帯域(R-CaMP2): 601-657 nm 
ガルバノスキャン:3.6 frame/sec 





(495 nm, FF495-Di03, Semrock, Inc., Rochester, New York 14624, USA)により構成さ
れた落射照明システム(ASKAカンパニー,兵庫)を製作した。LEDアレイはサーキットボ
ード(p-ban.com Co., 東京)と 6 個(2 行 3 列)の青色 LED(460 ± 10 nm, LXML-PB02, 
Philips Lumileds Lighting Co. San Jose, CA, USA)、4個の緑色 LED (520 ± 15 nm, 
LXML-PM01-0100, Philips Lumileds Lighting Co.) から構成されている(Fig. 2E)。側面
から入射した波長 460 nmの刺激用のパターン光はダイクロイックミラーにより反射し




であり、イメージングと刺激の併用が可能であった(Fig2. A)。各 LEDは LEDドライバ
ーにより発光し(RCD-24-070, RECOM Power GmbH., Vienna, Austria)、製作したプロ
グラムにより明滅を制御した (C++)。5層への光刺激は 3個の青色 LEDにより行われ、
放射部位 A,B,C(直径 100 µm)から 1点または 2点をランダムに選択し、2点刺激の場合
は 2個の LEDをランダムな時間差(0,2,4,12 ms)で発光させた。発光時間を 4 msとし、
インターバルは 5 秒から 9 秒までランダムに変化させ、900 回行った。各 LED の光強






蛍光強度の時間変化を記録する。(4)各 ROIにおいて、10フレーム(10/3.6 ≈ 2.8 s)毎に
標準偏差(SD)を計算し、最小となった SDを各 ROIの SD0とした。(5)連続する 4フレ
ームの蛍光強度変化が全て±3SD0以内に収まった場合、4フレームの平均蛍光強度をそ
の時点でのベースライン(Fb)とした(Fig. 2F、緑線)。Fb の値は随時更新された。(6) Fb
から 6SD0(Fig. 2F、紫線)を超える蛍光強度上昇を神経活動による Ca
2+ event とした。






全ての図は平均± SEMで表した。活動頻度の統計には Fisher's exact test、対データ


















S1 の 5 層内に R-CaMP2 を発現した細胞が多く識別された(Fig. 3A)。蛍光強度の時
間変化から自発的活動と光刺激と同期した活動が確認された(Fig. 3B)。各細胞について、
1点刺激と活動の同期を調べた。一例を Fig. 3C-Hに示す。ここで示した細胞は照射部
位 Bへの光刺激と同期して活動頻度が上昇したが(P < 0.05, Fisher's exact test)、照射部
位 A,C への光刺激では有意な上昇は見られなかった。このことから、この細胞は B 刺
激に応答する細胞といえる。全体で 350個の細胞の内(n = 5 animals)、224個の細胞(65 
± 9%, n = 5)がいずれかの照射部位への 1点刺激に有意な応答を示した。一方、光刺激
と同期して活動頻度を有意に下げた(P < 0.05, Fisher's exact test)細胞は 9個であった(3 













𝜆 + 𝑐, 
𝜆は length constantであり、最小で 37 µm、最大で 129 µmであった(63 ± 7 µm, n = 14 




2 点を同時に刺激した場合、応答は 1 点刺激時と比べどのように変化するだろうか。




抑制し、また B 刺激が A 刺激に対する応答を抑制するという相互抑制が働いたと言え
る。このような相互抑制は Bと C、また Aと C への同時刺激においても見られた(Fig. 
5B,C)。相互抑制を定量的に評価するため、各照射部位を中心に 6個の矩形領域(range, 
±75 µm of the center)での単一点刺激または 2点刺激に対する応答を平均化し、2点が
隣接する場合と離れている場合について示した(Fig. 5D,E)。単一点刺激と 2点刺激の刺
激部位周辺の応答確率を比較すると、やはり 2点刺激の方が応答確率が有意に低かった
(P < 0.05, paired t-test)。全サンプルで平均すると、1点刺激への応答確率が 0.16 ± 0.01 
 17 
 
(n = 30 cases, 5 animals)なのに対し、2点刺激への応答確率が 0.25 ± 0.02 (n = 15 cases, 








いても Fig. 6Aに示す。relative probabilityの値は 0 msで最少となり、抑制の影響が最
大となっている。また、±12 msで抑制はほぼなくなっている。ここで、刺激する部位
が隣接している場合(A/B, B/A, B/C, C/B)と離れている場合(A/C, C/A)でそれぞれ平均値
を調べた(Fig. 6B)。すると、照射部位間の距離によらず、同様の傾向が見られた(P > 0.2)。
有意な抑制は時間差が-4 ~ 2 msの範囲で見られた(P < 0.05, paired t-test)。また時間差
のある 2つの入力が相互に与える抑制の強さは同等ではなく、時間差が 2 ms、4 msの
ときに先行する入力への応答が後に続く入力への応答にくらべ有意に大きかった(P < 












小さく(~2–5 μm3) [32]、低いコンダクタンスのChRでの細胞の励起は困難であった (40 






















































達と考えられる。照射部位が隣接した場合(distance, 150 µm)と離れた場合(distance, 
300 µm)で抑制的影響は変化しなかった。これは、今回の相互抑制に関わっているであ
ろう parvalbumin (PV)陽性の basket cellと chandelier cellの投射範囲が十分広いため
と考えられる[54, 55]。同じく相互抑制に関わることが報告されている somatostatin 




大した信号が出力されるのだろう[6, 58, 59](Fig. 7)。5層への入力により引き起こされ
た抑制性信号が 2/3 層の活動パターンを彫塑している可能性がある[60]。今回は 5層の
みでの観察となったが、層を貫通するカラム様構造の機能構築を調べるためには、前述
のような各層の他の層との連関を調べる必要がある。本システムは刺激と同時に他の層
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Figure 1 皮質の機能構築 
 
A) 層構造の模式図; 層ごとに存在する細胞種や結合様式が異なっている。 
 
 カラム構造; 赤で示した細胞集団が同期した活動を示す。 
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F-H) A.B.Cへの刺激のタイミングで揃えた緑で示された細胞の活動のヒストグラム  















































Figure 4 単一点刺激に対する応答 
A-C) A,B,C刺激に応答した細胞の分布 
D) A,B,C刺激に対する各領域の平均応答確率 




























































































single         multi 
single         multi 





D) 2点が隣接する場合の照射部位付近(±75 µm)での1点刺激応答と2点刺激応答の比較 
E) 2点が離れている場合の照射部位付近(±75 µm)での1点刺激応答と2点刺激応答の比較 


























































Figure 6 刺激時間差と相互抑制 
A) 単一点刺激応答と、1点追加した2点刺激応答の比(relative probability)と刺激時間差
との関係;追加した刺激が先行する場合は-、同時であれば0、遅れる場合は+ 
B) 2点が隣接する場合と離れる場合の平均値(mean ± SEM) 










Figure 7 5層のネットワーク 
今回の実験から提案されたネットワーク; 興奮性細胞(赤)が近傍の細胞を活動させ、抑制
性細胞(青)が広い範囲の細胞を抑制している。 
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